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研究成果 ｢トランス ジ ェ ニ ック マ ウスを用 いたHCV c o r e蛋白の機能解析｣
要旨
生後 4週の C型肝炎ウイルス(HCV)コ ア発現トランス ジ ェ ニ ッ ク(蝕 - c o r eTg)マ ウス
とコ ン トロ - ル マ ウス(wild)の肝臓よりR N Aを抽出し､ SM A R T R トP C R法と
Sup pre ssio nSubtr a ctive Hybridiz atio n法を用 い て h卜C O r eTgマ ウス に特異的に発現し
て い る と考えられる遺伝子クロ ー ン を解析した ｡ 雄､ 雌 の対でそれぞれ紛8 0遺伝子を調
べ た と ころ､ apolipoprotein , mi to cho ndorio n, cyto chro me関連遭伝子が多く見られ,
癌 ､ 炎症に直接関連する遺伝子は検出されなか っ た ｡ また . 得られた クロ ー ン壷スポッ ト
し､ 元の肝抽出R N Aをブロ ー プとしてhybridぬtionを施行したと ころ ､ 2倍以下の差し
か見られなか っ た｡ 次に ､ 約1000個のcD N Aをのせ たcD NA ar r ay とD N Aチ ッ プを用い
てh ｢ c o reTgとd ldで の遺伝子発現に違い の ある遺伝子を検索したと ころ , 複数個の遺
伝子が認められたが ､ 発癌 , 炎症に直接関連する遭伝子は認められず, そ の意義につ いて
は今後検討する予定 である ｡
今回用いた 取 core Tg 臥 生後 1ケ 月 では肝炎は見られてお らず長期の経過観察で も
肝発癒は見られて いない｡ このPx - c o r eTg肝臓を用い たn o rthe mblottingで 臥 HC V
コ ア遺伝子は約2p g/LLgR N Aの発現が確認されて おり ､ 以前施行した肝臓のH C Vコ ア茸
白定量で もヒ トC型肝炎患者と同等以上 の発現が確認されて い る｡ 従っ て , この 虹 c｡ r e
Tgの 生体内におけるH C Vc o r e茸 白の影響は予想に反して軽微なもの なの か も知れな い ｡
は じめに
日本における肝細胞窟 の年間死亡者は約3万人 で ､ 男性では第 3位で ある｡ そ の肝細胞
痕 の 9 0% は肝炎ウイル ス の持株感染にともなう慢性肝炎､ 肝硬変を発生母地としてお
り､ C型肝炎ウイルス (H CV) が 7 0%, B型肝炎ウイルス (H B V) が 2 0 %を占め
る｡ C型肝癌で はB型 と異なりウイルス核酸の染色体 へ の組み込みはなく ､ ウイルス の産
生するコ ア茸白やNo n- stru ctural(N S)3 茸 白にTmIISfbr m atio n活性が ､ N S5Aの ア ミ
ノ端を欠 いた蛋白に仕 an s a ctivatio n活性が報告されて い るが ､ 未だ十分解明されて い な
い ｡ 最近H C V00 re 蛋白発現トランス ジェ ニ ッ ク マ ウス で高率に肝細胞癌の発生が見られ
たとい う報告1)があり ､ ウイルス の 直接的な発癌と の関連から注目され て い る｡
我々 の作成したH C Vco r eトラ ンス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス(n r co reTg)では肝細胞癌の発
生はなか っ たが ､ 皮下に肉腫の発生が見られた こ とか らHC Vc o re蛋白が発癌に関与して
い る可能性がある ｡ 従来､ H C Vco r e蛋 白の機能解析には主に培養療細胞 へ のH C Vc ore
遺伝子発現 ベ クタ ー のtr a n sfectionが用 い られ ､ T um o r n e cr o sisfacto r( m )- a レセ プ
タ ー との 結合､ T N F- α によるapoptosisの促進2)､ ある いは抑制3)､ Fa sによる
apopto sisの促進 ､ N F- K B の活性化4)ぁるい は抑制 5) , p53タン/てクの転写活性の低
下, p21遺伝子のpr o m ot r活性の低下など多彩な機能が報告され て い る ｡ 今 臥 培養癌
細胞 ではなく マウス個体 の肝細胞中で恒常的に発現するH C Vc o re蛋白の機能を見る こ と
により ､ ヒトH C Vキ ャ リア の肝細胞で起きて い る現象により近い変化が同定で きる と考
えた｡
肝細胞癌は他の滑化紫蘇と異なり, ウイルス の持続感染にともなう慢性的な肝細胞の変
乱 壊死､ 再生により生 じ､ ウイルス発癌の面を持 っ て い る ｡ 従っ てウイルス の分子生物
学的側面からの検討は重要であるが ､ これまで C型肝癌で はウイルス と発痛との関連は十
分解明されて いない ｡ また発癌と臥 様々 な遺伝子異常を生じた細胞が未制御 の細胞増殖
を起 こ し､ 免疫監視機構から逃れ 叩 OptO Sisが起 こりにくくなる結果と考えられる｡ 従 っ
て , H CV c or e蕉自の発現が細胞増殖やapopto sisにどの ような作用を有するか ､ H C V
co re 蛋白の機能解析を個体 マ ウス で調 べ る ことにより肝発癌機構をより深く解明しうる
と考えられる｡
対象および方法
1) トランス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス
H C Vc o r e遺伝子の全長を挿入して作製したトランス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス (fk - c . r e
Tg) 6) の 4週齢の雄､ 雌と同じケ ー ジで飼育した同週齢の非トラン ス ジ ェ ニ ッ クマ ウ
ス を コ ン トロ ー ル として用 い た｡ マ ウス は エチ ルエ ー テル下で麻酔､ 脱血 により屠殺し肝
臓は液体窒素にて瞬間凍蘇後､ - 8 0℃ に保存した｡
2) SMA m､ 疋トP C R法とSup pre ssio nSubtr active Hybridizatio n法7)
凍績肝組織よりT肘z ol(Gibc oB R L)を用い てtotal RN Aを抽出した｡ D N AseIで処理
したtotalR N A 1LLgを用 い てd短o -dT prim e rでcD NAを合成し, 瓜 N A の末端に
SMA R Tprim e rを鈷合させた｡ 続いて bngdistan ce R ニR法で増幅後, fk- c or eTg肝由
来のTestercDN A に 2種類の異なるadapto rを結合し､ それぞれを過剰量の#rgマ ウス
肝由来のdriver cDNAと混合し, 蝕 - c o re Tg特異的cD N Aのみ を異なるadapto rを両端に
持つ 2本省cD N Aとした｡ このcD NAをSup pressio nP C Rにより増幅し, pla smid に挿入
し塩基配列を決定した｡
また , 取れた クロ ー ン をナイ ロ ンメ ンプレンにスポッ トし､ fk- c o reTg肝 由来の
cD N Aおよび非確肝由来のcD N Aを32P榛識ブロ ー プとしてhybridiz atio n施行し､ 発現
量を検討した ｡
3) cD N Aa汀ay
Fk - cor eTgと粁指 マ ウス の肝より抽出したR N Aを32P榛識プロ ー ブとしTAtla s
Mo u s e cDN AExpr e ssio nA汀ay (タ ロ ンテ ッ ク社) を用 い て ､ マ ウスC D N A l176種類
の遺伝子発現パ タ ー ン の差異を検討した ｡
4) DNA 血ip
B rc o r eTgと非一宮マ ウス の肝より抽出した mR NAを蛍光榛識ブロ ー プとして , マ ウス
由来既知遺伝子約60 0種類､ EST約 3 0 0種類が ス ライ ドガラス上 に配置されたチ ッ プ
(h teniGe ne Mo u se C W Set I, 宝酒造) に ハイプリグイズさせる ことにより ､ そ の遺
伝子発現を解析した ｡
成凍
1) S M A好r W- P C R法とSup pr essio nSubtr a ctiv eHybridizatio n法
fk- c o r eTgから w弧dのサブトラクシ ョ ン ､ お よび逆のサブトラクシ ョ ン で得られた ､
それぞれ約 8 0個 の遭伝子 の塩基配列を決定した ｡ 表1 ､ 2に示すように
aponp q pr otein, mi to cho ndo rio n, cyto chr o me関連遭伝子が多く見られ , 療 ､ 炎症に直
接関連する遭伝子は検出されなかっ た｡ また ､ これ ら遭伝子の発現量を肝組織抽出R N A
をブロ ー プとしてハ イプリダイズさせた ところ､ n 卜C O reTgとw丑d肝で 2倍以上発現真
に差のある遺伝子は見られなか っ た｡
2) CD NA ar T ayお よぴDN Actdp
h｢ c or eTgと wi ldマ ウス肝の mR N Aをプロ ー ブとして ハ イプリダイズさせ ､ 遭伝子発
現量の差異を検討したと ころ , cDN Åa 汀ayで は表 3 I 4に示すように 2倍以上発現量に
差のある連伝子が複数個確認された｡ また . D N Acbipで も表 5 , 6に示すように発現量
に差の ある遺伝子が確認されたが､ 従来H C Vc o r e蛋白 と関連 の指締されて い る遺伝子や
特に, 癒 ､ 炎症に直接関連すると思われる遺伝子は認められなかっ た｡
討論
今回 , HC Vcore 茸白が肝細胞の遺伝子発現にどの ような影響を与えて い るか ､ H C V
c o r e蛋白発現トランス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス (fk- c o r eTg) を用いて検討した｡ サブトラク
シ ョ ン法で得られた遺伝子 に は , 発現量に有意な差異は見られず､ cD N A m y, D N A
血 pを用 い た解析 では , 発現量に差異を認め る遺伝子が複数僻認められたが , 炎症ある い
は発癌に直接関連した遭伝子は確謬で きず､ これ ら遺伝子の意義につ い て は今後の検討が
必要である ｡ 我々 の 用い た トランス ジ ェ ニ ッ ク マ ウス では肝発癌は見られておらず､ 4週
齢では肝炎の所見も見られ て い ない ｡ 従 っ て ､ 肉眼的表現型 に差異が見られな い この マ ウ
ス で はHC Vc o r e茸 白の細胞内遭伝子に及ぼす影響は軽微なのかも知れない ｡
この n rc o r el海の肝組織におけるH C Vc o r e rriR N A の発現およぴH C Vc or e蛋白の発
現に閑.して は ､ no rthe mblotting法とWeste mblottiI唱 法, c o r e蛋白定量で確認レて あ
る8)○ 今回実験に用 い たn rc or eTgの 肝組織につ い て 臥 n o rthe mblot 血g法で約2
p g/ルgRNA の発現が確認されて おり ､ 導入 したH C Vc or e遺伝子の発現がメチル化等に
より抑制されてい る ことはな い と考えられ る ｡
今までに種々 の培養細胞にHC Vc ore 遭伝子 を 一 時的あるいは恒常的に発現させた系を
用 い て , H C Vc o r e蛋白と細胞内連伝子発現との 関連が検討され て い る ｡ 昨年, T aiらは
ヒトC 型肝炎組織に 別 )て ､ 肝細胞のN FrcBが活性化されてい る ことをEle ctr opho r etic
m obiXtyshiftass ayと免疫組織染色で示 して いa9)｡ しか しなが ら, この 活性化が炎症
に伴う 2次的なものなのか , H C Vcor e蛋白その もの の作用によるのか は明らかでない｡
また培養細胞の実験系で も ､ H C Vcor e蛋白がapoptosisの 誘導やN FfCB活性化を起 こす
の か起 こさない のか につ い て も未だ結論が得られ て い ない ｡ 今回の実験練兵からはH C V
c o re 蛋 白によりN FJC革の 下流の遺伝子の発現が高くな っ て い るという明らかな所見は得
られて いないが ､ 今後我々 の 払 c or eTg肝 におい てN FfC 別号活性化して い るか どうか直
接検討した い と考えて い る ｡
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表1 サブトラクシ ョ ン法によ り托 卜C O r eTg 肝に発現の高か っ た渡伝子
遺伝子
mi to cho ndo rio n
apolipoprotein A 2
cytochr om e
m細o r udn ary pr otein
Ser um al bu min
llnkn m
ク ロ ー ン数
8
5
4
4
3
26
表2 サブトラクシ ョ ン法によ りW ild肝に発現の高か っ た遺伝子
遺伝子
mi to cho ndrio n
⊂二
m 印O r udn a ry pr otein
vitamin D bind辻唱 prOtein
トc o mplex poly peptide1
unkn m
ク ロ ー ン数
7
4
3
3
27
表3 cD N Aa rr ayで 托 - c o reTg肝に発現の高か っ た遺伝子
遺伝子
ho m e obox pr otein A 3
vesicle - a sso ciated m e mbr anepr otein 1
he matopoietical1y e xpres sedho meobo xprotein
antithr o mbin III
r etin oic a cid-indu cibleE3pr otein
microtub k- a ss odatedpr otein 4
Friedr eichataxia protein
prothr o mbin pr e c u rs o r
w正d肝 との比率
9.2 1
6.9 7
3.5 5
3.0 9
2.81
2.1 4
2.09
2.03
表4 cD N Aa rr ayで wild肝に発現の高か っ た遺伝子
遺伝子
POU do m ain clas s2- a ssociatingfacto r1
no n- m u scle myo sin 正ghtchain 3
n u cle o side dipho sphatekin a s eB
de c o rin
defe nde r again stcell de ath1pr otein
f kcore- Tg肝との 比率
4.0 8
3.3 9
2.3 2
2.2 6
2.04
表5 D N Actdpでfk - co r eTg肝に発現の高か っ た遭伝子
遺伝子
a ntic oagd antpr otein C
hem ope xin
ES Ts(highly si mi1訂 tO glutatuo nS- tr an sfe r a s eP)
ES Ts(highlysirrdarto
p 血 o narys urfa ctanトas s o ciatedpr otein B precurs o r)
ESrTsOighlysirnna rtointe rfer o n-indu ciblepr otein)
preB c ellleukemiatr ansc ription fa cto ri
cych depende nt kin a s einhibito rl A
ES Ts(highlysi mi la rto alpha - トa ntiprotein a s eFpr e c u rs o r)
wild肝と の比率
3.93
2.99
2.89
2.76
2.5 2
2.4 5
2.2 3
2.1 7
表6 D NA chipでW ild肝に発現 の高かっ た遺伝子
遺伝子
cytochr o m eP450
AI P- bin血ng ca s s ette, s ubfamily A
E STs(highlysimila rto
clathrin coatas s e mbly protein ap47ho m ologu e)
ubiquitin - a ctivating e nzym eE1 C
solute c a rrierfarnily 2
fk- c o reTg肝との 比率
5.94
4.5 8
ESTs(moder ately similarto ribulo s e- pho sphate3- epim e r as e)
E STs 触 ghlysimilarto eI Ⅳ pOly pr otein pr e c u r s o r)
ster oトC 5- de satu r a s eho m olog
Mus m u s c ulu s antizym einlibito r
c endivisio n cycle10ho molog
ES Ts(highlysi mi larto peptidyトpr olylcis-tr amsis o mera s e)
myo sin lb
vo nH払peトLinda ubinding pr otein 1
co n s e rv edhelix -loop -helix ubiquito u skin as e
E STs 払ighlysind artohy pothetical45 k Dpr otein)
D E A Dbo xpo13TPeptide 5
phe nylalar止nehydr o xylas e
r etin oblasto maJike2
4.4 5
3.9 0
3.84
3.64
3.6 4
3.5 4
3.3 3
3.2 8
3.1 9
3.12
3.1 0
3.06
3.0 6
3.0 3
3.01
3.0 0
